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Introducción:  Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, son los 
patógenos más comúnmente aislados de lentes de contacto blandos, ocasionando 
blefaritis, conjuntivitis y queratitis; el diagnóstico tardío de la infección puede 
producir pérdida corneal en 24 horas.  Es importante buscar nuevos mecanismos 
para detectar la infección en el menor tiempo y utilizar el antibiótico indicado.  

Métodos:  los aislamientos de P. aeruginosa y S. aureus, se obtendrán a partir de 
lentes de contacto, estuches, soluciones de mantenimiento y secreciones oculares.  
El tamaño de la muestra se logrará a conveniencia, de acuerdo con el número de 
pacientes de lentes de contacto blandos, atendidos en la Fundación Universitaria 
el Área Andina, (seccional Pereira) en un período de doce meses.  Las variables 
independientes serán: la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y 
los métodos tradicionales (siembra en agar, pruebas confirmativas y antibiograma).  
Para la recolección de los datos se empleará como instrumentos, la anamnesis 
de presencia de signos y síntomas, y un formato de registro de análisis de datos.  
Se firmará un consentimiento informado para la participación voluntaria en el 
estudio.

Resultados:  definir si los métodos moleculares son más eficientes que los métodos 
tradicionales, y conocer la frecuencia de aparición de estos microorganismos en 
usuarios de lentes de contacto blandos.

Palabras clave:  pseudomonas aeruginosa, staphyloccocus aureus, lentes de 
contacto, queratitis, métodos convencionales, PCR
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Introduction: Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, are the 
most common isolated pathogens from soft contact lenses, causing blepharitis, 
conjunctivitis y keratitis, delay infection diagnosis, could lead to corneal loss in 24 
hours. It is important to search for new mechanisms for the early detection of the 
infection in order to use the right antibiotic treatment.  

Methods:  isolates of P. aeruginosa and S. aureus, will be obtained from contact 
lenses, cases, conservation solutions and eye secretions.  Sample size will be 
obtained by convenience, according to the number of soft contact lenses users 
attended at the Fundación Universitaria del Area Andina over a period of twelve 
months, the independent variables will be the polymerase chain reaction and the 
conventional methods (culture plate agar, confirmative test and antibiogram), to 
determine the presence, antibiotic resistence and to decrease identification time of 
P. aeruginosa and S. aureus. Instruments will be used for data collection, anamnesis 
of the presence of signs and symptoms and informed consent for participation in 
the study. 

Results:  define if molecular methods are more efficient than traditional for isolation 
of P. aeruginosa and S. aureus and to know the frequency of those microorganisms 
in contact lens wearers. 

Keywords:  pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus aureus, contact lenses, 
keratitis, conventional methods, PCR.

COMPARISON FOR CONVENTIONAL METHODS 
And (PCR) FOR THE IDENTIFICATION GIVES P. 
AERUGINOSA AND S. AUREUS; HIS
RESISTANCE TO CIPROFLOXACINA and METICILINA 
IN USERS OF SOFT(SMOOTH) CONTACT LENSES

AAbstract
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Introducción 
Existen alrededor de 75 millones de usua-
rios de lentes de contacto (LC) en el mundo.  
La  incidencia de las complicaciones 
asociadas a su utilización, principalmente 
de lentes blandos que favorecen la 
adherencia microbiana1,2, pueden llegar 
a afectar a un número significativo de 
pacientes.  Pseudomonas aeruginosa y 
Staphylococcus aureus, son los patógenos 
más comúnmente aislados de lentes de 
contacto blandos, ocasionando blefaritis, 
conjuntivitis y queratitis3,4.  La queratitis 
bacteriana es la complicación más grave 
en portadores de LC, siendo su incidencia 
80 veces mayor5.  La formación de 
biopelículas (biofilms) y los mecanismos 
de resistencia de estos patógenos, pueden 
ocasionar otras enfermedades como 
uveítis y endoftalmitis, si no son tratadas 
adecuadamente en el menor tiempo 
posible1,2, puesto que el diagnóstico 
tardío en algunos casos conduce a 
un transplante de córnea e incluso la 
enucleación del ojo.   El diagnóstico 
acertado y rápido de la infección es 
imprescindible en la clínica, porque en 
ocasiones el tratamiento farmacológico es 
empírico6.  Los antibióticos de referencia 
más ampliamente utilizados son las 
fluoroquinolonas y los aminoglucósidos.

El aislamiento del agente causal y su 
antibiograma, tardan dependiendo del 
laboratorio, de 3 a 7 días; por lo cual 
la aplicación de métodos que permitan 
disminuir este tiempo es indispensable, 
con el fin de reducir complicaciones y 
el uso indiscriminado de antibióticos.   
Los métodos moleculares han hecho 
posible el diagnóstico y la detección de la 
resistencia de estos patógenos en menor 
tiempo, sin exponer la integridad visual 
de los pacientes7,8. 

En la región del Eje Cafetero los métodos 
moleculares no son utilizados, por lo 
cual su implementación para detectar a 
tiempo el agente infeccioso y de manera 
simultánea la resistencia a antibióticos 
como la meticilina y la ciprofloxacina, 
representaría un gran beneficio para los 
pacientes.

El objeto del estudio es comparar los 
métodos convencionales y la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) 
para la identificación de Pseudomonas 
aeruginosa y Staphylococcus aureus, y su 
resistencia a ciprofloxacina y meticilina, 
en usuarios de lentes de contacto blandos 
remitidos a la Fundación Universitaria 
del Área Andina.  Las variables 
independientes serán el método tradicional 
y el molecular, y las dependientes 
los aislamientos de Pseudomonas 
aeruginosa y Staphylococcus aureus, 
a partir de lentes, estuches, solución de 
mantenimiento y secreción ocular.  Este 
estudio será el primer banco de datos de 
prevalencia de las infecciones oculares 
causadas por Pseudomonas aeruginosa 
y Staphylococcus aureus, e igualmente 
será una innovación metodológica en el 
diagnóstico.

Metodología
 
Tipo de estudio: experimental
Población: aislamientos de Pseudomonas 
aeruginosa y Staphylococcus aureus, 
obtenidos a partir de lentes de contacto, 
estuches, soluciones de mantenimiento y 
secreciones oculares.

Muestra: el tamaño de la muestra se 
obtendrá a conveniencia, de acuerdo 
con el número de pacientes usuarios de 
lentes de contacto blando, atendido en la 
Fundación Universitaria el Área Andina 
(12 meses). 
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Hipótesis de trabajo: la técnica molecular 
es un método más eficiente que la técnica 
tradicional, para identificar la presencia, la 
resistencia antimicrobiana y para disminuir 
el tiempo de detección de Pseudomonas 
aeruginosa y Staphylococcus aureus en 
muestras de usuarios de lentes de contacto 
blandos. 

Hipótesis nula: la técnica tradicional no 
es un método más eficiente que la técnica 
molecular, para identificar la presencia, la 
resistencia antimicrobiana y para disminuir 
el tiempo de detección de Pseudomonas 
aeruginosa y Staphylococcus aureus en 
muestras de usuarios de lentes de contacto 
blandos. 

Variables independientes: método tradicio-
nal y método molecular.

Variable dependiente 1: Pseudomonas 
aeruginosa (en lente, estuche, solución y 
secreción).  Indicadores de variabilidad: 
presencia, tiempo de identificación y 
resistencia al antibiótico.

Variable dependiente 2: Staphylococcus 
aureus (en lente, estuche, solución y 
secreción).  Indicadores de variabilidad: 
presencia, tiempo de identificación y 
resistencia al antibiótico.

Variable intervinientes: demográficas: 
género, procedencia, edad.

Técnica empleada método molecular: 
amplificación y observación directa de 
productos de PCR múltiple en gel de 
agarosa al 2%.

Técnica empleada método tradicional: 
observación microscópica y directa de 
la morfología de colonias aisladas en 
agar bacteriológico.  Posteriormente 
se realizarán repiques en medios 
confirmativos y antibiograma, para evaluar 

resistencia o sensibilidad antimicrobiana 
(ciprofloxacina y  meticilina). 

Instrumentos: los pacientes deberán 
firmar el consentimiento informado para 
proceder con la valoración médica y 
autorizar el estudio de sus lentes con fines 
académicos.  Para la recolección de los 
datos se realizará una historia clínica del 
paciente, y en una ficha se registrarán los 
aspectos tenidos en cuenta como variables 
dependientes. 

Proceso de obtención de muestras: la 
toma de muestras se realizará a partir 
de secreciones oculares de usuarios de 
lentes de contacto blandos con signos 
evidentes de infección bacteriana 
(queratitis, conjuntivitis, etc.); del 
lente de contacto; del estuche y de la 
solución de mantenimiento, utilizando 
aplicadores estériles y medios de cultivo 
de transporte. 

Toma de muestra para el análisis 
microbiológicos y molecular: las 
muestras se someterán a siembra en agar 
cetrimide (Pseudomona aeruginosa) y 
en agar manitol (Staphylococus aureus).  
Se realizará la extracción de ADN con el 
método CTAB modificado, para someter 
las muestras a amplificación por PCR para 
identificación de los microorganismos y 
detección de la resistencia antibióticos. 

Pseudomonas aeruginosa9:

Se toma una muestra (alícuota de la 
solución de conservación de los lentes 
de contacto o de suspensión celular 
a partir de asilamiento de secreción 
ocular, lente o estuche) y se le adiciona 
directamente a la mezcla de reacción de 
la PCR.  Desnaturalización: 18 min. a 
95°C y se realiza PCR múltiple con Taq 
DNA, polimerasa (Promega); dNTPs, 
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buffer de reacción y primers (ver tabla 1).  
Termociclador GeneAmp PCR System 
9700 y 2400.  Extensión final: 10 min a 
72°C. 

Staphylococcus aureus: 
A partir de cada muestra el aislamiento de 
DNA: 20 µl de buffer de lisis (0.25% SDS, 
0,05 N de NaOH). PCR múltiple (11): la 
mezcla para un volumen de 50 µl contiene 
2.5 U de Taq DNA polimerasa (Promega). 
Termociclador GeneAmp PCR System 
9700 y 2400.  Desnaturalización inicial a 

Gen/Ubicación Iniciadores (5’ - 3’) Tamaño Ref.

Exotoxina A ETA1 
  – GAC AAC GCC CTC AGC ATC ACC AGC - 
Eta   397 pb 9, 10
nt: 1001–1398 ETA2 
  – CGC TGG CCC ATT CGC TCC AGC GCT- 

DNA girasa
  gyrA1 
  - TTA TGC CAT GAG CGA GCT GGG CAA CGA CT-
Resistencia a   360 pb 9
ciprofloxacina: gyrA gyrA2
  - AAC CGT TGA CCA GCA GGT TGG GAA TCT T -
nt: 147–176 
  
* nt: numero de nucleótidos donde se ubica el gen dentro del genoma del microorganismo

Tabla 1.  Iniciadores para la PCR múltiple de Pseudomonas aeruginosa

94ºC por 5 min, seguida por 35 ciclos de 
amplificación (94ºC por 2 min,  57ºC por 
2 min. y 72ºC por 1 min.) y una extensión 
final de 72ºC por 7 min.  Control positivo: 
cepa registrada ATCC Staphylococcus 
aureus 29213.  Control negativo: cepa de 
otra especie de Staphylococcus y de otro 
microorganismo Gram positivo.

La detección y análisis de los productos 
amplificados de ADN, se realizará en 
un gel de agarosa al 2% (Sigma), con 
bromuro de etidio.

Gene Secuencia del Iniciador (5´-3´) Tamaño /Referencia

Factor asociado al pepti= femA-1
doglicano de S. aureus y a  - AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG -
la resistencia a. femA-2 132 pb 11,12
meticilina - GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG -
mecA mecA-1

Resistencia a meticilina:   532 pb 11
proteína de unión a  mecA-2
penicilina 2a  - AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C -

Tabla 2.  Iniciadores para la PCR múltiple de Staphylococcus aureus 
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Análisis estadístico: se realizará la 
comparación entre subgrupos  El índice 
Kappa se utilizará para el análisis de 
concordancia entre las dos metodologías 
empleadas.  Se tendrá en cuenta una 
probabilidad (p) ≤ 0.05.

Resultados esperados 
Se espera definir si los métodos 
moleculares son más eficientes que los 
métodos microbiológicos convencionales 
para la identificación de P. aeruginosa y S. 
aureus, y permitirá conocer la frecuencia 
de las infecciones oculares por estos 
microorganismos, en usuarios de lentes de 
contacto blandos en la población estudiada.  
De igual manera realizar un protocolo, 

empleando esta técnica para muestras 
oculares a partir de lentes de contacto y 
evitarle al paciente citas extras.
 
De otra forma contribuirá con la frecuencia 
de la resistencia de ciprofloxacina y 
meticilina en la población a estudiar y 
se podrán realizar los protocolos para la 
toma de muestras, transporte, cultivos y 
para la detección molecular a partir de 
secreciones de lentes de contacto.  Si 
se logra un diagnóstico más rápido, se 
podría actuar ante una queratitis, que en 
muchas ocasiones termina en transplante 
de córnea, poniendo en riesgo la seguridad 
ocular, y permite además identificar 
simultáneamente la sensibilidad y resis-
tencia al antibiótico, sin necesidad de 
realizar un antibiograma adicional.
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